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(54) TWe: PROCESS FOR REDUCING HIGH-MOLECULAR STRUCTURES 

(54) Bezrichnuug: VERFAHREN ZUM 2ERKLEINERN VON HOCTMOLEKULAREN STRUKTUREN 
(57) Abstract 

A process for reducing high-raolecolar structures, especially high- 
molecular nucleic acid structures in samples, in which the high-molecular 
structures to be reduced pass through a device having at least one porous 
layer, the pore size of which becomes smaller in the direction of passage 
of the structures to be reduced, viewed through the porous layer. 

(57) Zusammenfessung 

Verfahren zum Zerklemem hochmolekularer Strukturen, insbeson- 
dere hochmolekularer NucleinsSurcstrukmren in Proben, wobei die zu 
zerklemernden hochmoleknlaren Strukturen erne Finririitnng passieren, 
die mit mindesteas einer porosen Schicht versehen ist, deren Porengrd Be 
in Passierrichtung der zu zerklemernden Strukturen, dutch die porOse 
Schicht gesehen, abnimmt 
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Verffahren zum Zerklelnam vnn bochmgj^kularen fitruhtirran 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Verfahren zur 
Zerkleinerung von hochmolekularen Strukturen gemafc Anspruch 
1, eine Vorrichtung gemaS Patentanspruch 7 sowie Verwendungen 
der Vorrichtung gemafc Anspruchen 12 bis 15. 

Ausgangspunkt vieler biologischer Isolationsverfahren sind 
beispielsweise Zell- und Gewebelysate, die haufig sehr 
viskose Systeme darstellen. Aufgrund ihrer hohen Viskositat 
sind diese Systeme kaum weiterbearbeitbar und werden 
ublicherweise verschiedenen Verfahren zur Homogenisierung 
Oder Verringerung der Viskositat unterzogen. 

Insbesondere bei der Isolierung von mRNA ist es notwendig, 
die diese Substanzen enthaltenden Proben zu homogenisieren 
mit dem Ziel nicht -viskose Lysate oder Losungen zu erhalten. 
Die Herstellung von homogenen Zell-Lysaten oder Losungen mit 
geringerer Viskositat ist bei einer Reihe molekularbio- 
logischer Techniken notwendig. Beispielhaft seien im folgen- 
den einige dieser Techniken genannt. 

Die direkte Isolierung von Gesamt-RNA oder mRNA aus Zell- 
oder Gewebelysaten erfordert in den meisten Fallen einen 
Homogenisierungsschritt, da die Hybridisierungsrate zwischen 
dem zur mRNA Isolierung notwendigen oligo-dT Matrix (z.B. 
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haltenden Ldsungen im wesentlichen die folgenden Methoden 
angewandt . 

Die Zerkleinerung (Scherung) der hochmolekularen DNA kann 
durch mechanisches Zerkleinern einer in f lussigen Stickstof f- 
tiefgefrorenen Probe mittels Pistill und Morser erfolgen. 
Auch durch mehrmaliges Aufziehen der Probe mit hochmole- 
kularer DNA durch eine Kanule in eine Spritze, wird die DNA 
geschert. Diese Methoden sind neben ihrem hohen Arbeits- 
aufwand auch nicht geeignet, ein sauberes Arbeiten zu 
garantieren. So erweist sich der HomogenisierungsprozeS zur 
Isolierung von Biomolekulen aus potentiell infektiosem 
Ausgangsmaterial, wie menschliche Zell- und/oder Gewebeproben 
(Biopsiematerial) , als gefahrlichste Quelle fur eine Konta- 
mination des Versuchsdurchfuhrenden, da das Homogenat bei 
der konventionellen Homogenisierung Ober eine betrachtliche 
Distanz spritzen kann. 

Die Extraktion von Nucleinsauren und anderen Biomolekulen 
aus pflanzlichen Materialien erweist sich aufgrund des hohen 
Gehalts an Polysaccharide^ Polyolen und/oder anderen sekun- 
dSren Metaboliten als auEerst schwierig, da die genannten 
Substanzen nach AufschluS der Zellen oder Gewebe in den 
flblicherweise verwendeten Loschungen hochviskose Lysate Oder 
gallertartige Strukturen ausbilden. Einfaches Abzentri- 
fugieren der gallertartigen Masse fuhrt in den meisten Fallen 
nicht zum Erfolg, da eine Trennung von der verwendeten Losung 
nicht erreicht werden kann. Die gallertartigen Strukturen 
und die hohe Viskositat verhindern eine ef f iziente Isolierung 
von Nucleinsauren bzw. machen sie teilweise unmoglich. 

Auch spezielle Homogenisatoren wie die handelsublichen Dltra- 
turrax, Polytron, Omni, Tissuemizer u.a. kSnnen zur Scherung 
von hochmolekularer DNA eingesetzt werden. Diese Methode er- 
mdglicht zwar ein einfaches und schnelles Homogenisieren 
praktisch jeder Probe, nachteilig ist allerdings, daS zur 
Homogenisierung sehr kleiner Zell-. Gewebe- oder L6sungs- 
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mengen, die insbesondere nachfolgend zur Analyse mittels PGR 
oder RT-PCR vorgesehen sind, spezielle Mini-Generatoren an- 
geschafft werden miissen. Um Cross-Kontaminationen zwischen 
verschxedenen Zell- oder Gewebeproben oder anderen Proben 
zu vermeiden, k6nnen dann auch miniaturisierte Einmal- 
Generatoren verwendet werden, wobei jedoch vorausgesetzt 
werden nux£, daE ein relativ aufwendiges Gerat zum Homo- 
genxsxeren bereits vorhanden ist. Die miniaturisierten 
Exnmal-Generatoren selbst sind daruber hinaus sehr Jcosten- 
intensiv. 

Eine weitere Methode zur Honogenisierung. die sich fur einige 
Anwendungen bewahtt hat. ist eine Oltrasohallbehandlung der 
betreffenden Probe. Dabei ist auf dem angesprochenen Gebiet. 
bexsprelaweia. der PCE-Anwendung. teures ^ erforderUch 

eraalt! H ^f^* 118 ' daE Bi"-l-01traschallkapfe nicht 
erbaltlieh sznd. E s beeteht daruber hinaus die Oefahr, da6 
die Nucleznsiuren duroh die Ultraschallbehandlung zu stark 
fragmentzert werden bis zur volligen Ohbrauchbarkeit fur die 
wezteren Analyae-Methoden. 

Die DE 4i 3 9 664 Al betrifft eine Vorrichtung und ein Ver- 
fahren zur Isolierung und Reinigung von HucleinsSuren . Die 
Vorrrohtung zur Durchfuhrung des beschriebenen Verfahrens 
besteht aus eznem Hohlk6rper nit einer EinlaBoffnung und 
exner AusiaBoffnung. wobei i m Hohlkorper zwisohen zwei 

T ^ urates Materia! auf 

Szlzcagelbaszs angeordnet ist und ein zweites Material 
-zschen den, ersten und der AuslaSoffnung angeordnet ist. 
wobez dxe ersten und zweiten Materialien untersohiedliche 
Adsorptzonscharakteristika fur NucleinsSuren aufweisen. 

Die DE 40 34 03 6 betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren 
zur isolzerung von Nucleinsauren aus Zellsuspensionen. Die 
vorrzchtung zur Durchfuhrung dieses Verfahrens weist eine 
zellenaufnehaehde Matrix in einem Hohlkorper zwischen zwei 
porosen Eznrichtungen auf. Die PorengroBe der Einrichtungen 
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1st grdSer als die Hohlraumgr6Se des die Matrix bildenden 
Materials . 

CLONTECH Labs 1993, "Nucleic Acid Purification with CHROMA 
SPIN Columns", betrifft ein Verfahren 2 ur Extraktion von 
Nucleinsauren aus Agarosegelstucken . 

In D. B16cher und G. Iliakis, Int. J. Radiat. Biol., 1991, 
Vol. 59, 919 - 926, werden DNA- Fragment e von einem Filter 
entfemt wahrend einer nicht denaturierenden Filterelution 
Dabei scheinen DNA-Stucke an der Filtermembran abgebaut zu 
werden. 

Das der Erfindung zugrundeliegende Problem besteht demnach 
darxn, ein Verfahren anzugeben, das die genannten Nachteile 
des Standes der Technik vermeidet. Es soil ein Verfahren 
bereitgestellt werden, das es in einf acher und kosten- 
gunetiger Weise ermoglicht, eine effiziente und cross- 
kontaminationsfreie Preparation von Nucleinsauren und 
generell eine Homogenisierung von viskosen Systemen zu 
erreichen. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem wird 
gelost durch ein Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 
1. Die sich daran anschlieEenden Unteranspruche 2 bis 6 
betref fen bevorzugte Ausfuhrungsformen des erf indungsgemafien ■ 
Verfahrens. 

Die Patentanspruche 7 bis n betreffen die fur das er- 
findungsgemafie Verfahren besonders geeignete Vorrichtung. 
Die Anspruche 12 bis 15 betreffen die Verwendung der er- 
findungsgemSfien Vorrichtung. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren zur Zerkleinerung von hoch- 
molekularen Strukturen insbesondere hochmolekularer Nuclein- 
sauren geht davon aus, da6 das die zu zerkleinemden 
Strukturen enthaltende System auf einer Einrichtung ange- 
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ordnet wird. Diese Einrichtung weist mindestens eine por6se 
Schicht auf. Die porose Schicht weist dabei eine asymme- 
trxsche Verteilung ihrer PorengroSe auf. Die PorengroSe nimmt 
dabei in Passierrichtung der zu zerkleinemden Strukturen, 
durch die porose Schicht gesehen, ab. Der Begriff PorengroGe 
xst als mittlere PorengroSe 2U verstehen. Das die zu zer- 
kleinemden hochmolekularen Strukturen enthaltende System 
passiert die Einrichtung, wobei wahrend der Passage die hoch- 
molekularen Strukturen, vermutlich aufgrund ihrer Empf ind- 
lichkeit gegen mechanische Einwirkungen, zerkleinert werden. 
Das dxe zu zerkleinernden hochmolekularen Strukturen enthal- 
tende system kann insbesondere ein relativ hoch viskoses 
System sein, das aus einem Zell- und/oder Gewebelysat besteht 
Oder eme zur Trennung von Nucleinsauren verwendete Matrix, 
wie Polyacrylamidgele, oder Weichgewebe (Brustgewebe, Him, 
Fettgewebe u. a.), oder L6sungen, die hochmolekulare DNA 
enthalten. 

Das erfindungsgemSSe Verfahren kann in vorteilhafter Keisa 
such zur Hc^enisierung von inhomcgenen viskosen Systems, 
xnsbesondere Zell- und Gewebelysateh, verwendet werdL. wenn 
dze oben beschriebene Einrichtung mindestens zwei por6se 
schrchten auf weist. Das die zu zerkleinemden hochmolekularen 
Strukturen enthaltende oder zu homogenisierende viskose 
system passiert die Einrichtung mit mindestens zwei poroses 

Pass ' h "° bei dU POren9r6ES ^ ^ 
anni^t 1 1 ** " b ~ 1 — — « «»•*— gesehen 
abnimmt. Dze PorengrSBe der in Passierrichtung gesehenen 
ersten Schicht kann bis zum 6 - f achen der PorengroGe der 

^rri 169 ZWGltea SChiCht Die zweite 

aldurcn TT eiDS MlndeS «^. im wasentlichen 
T ^ l "' ^ Ver "^ *r zweiten 

Schrcht durch die zu zerkleinemde oder homogenisierende 
Schxcht unterbleibt. Typischerweise ist die Porengroge der 

Z 2i TT * 10 " m - Damlc kam auch ei - — *™ g 

von Hucleinsauren oder Proteine verwendete Matrix, wie 
Polyacrylamidgele, zerkleinert bzw. homogenisiert werden 
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Der Vorgang kann mehrfach wiederholt werden, wenn sich zeigt, 
dafi keine hinreichende Scherung nach einmaliger Passage 
erreicht wurde. Es versteht sich, dafi das erf indungsgemafie 
Verfahren ebenso dahingehend abgewandelt werden kann, dafi 
die Passierstrecke fur die zu zerkleinernde Struktur ver- 
langert wird, indem die Dicke der verwendeten por6sen Schicht 
Oder Schichten variiert wird. 

Zellen- und/oder Gewebe konnen gegebenenfalls in Guanidin- 
thiocyanat-haltigem Puffer oder in einem Proteinase K oder 
ahnliche Protease enthaltenden Puffer aufgenommen und/oder 
gegebenenfalls darin inkubiert werden. Die Zellen- oder 
Gewebestucke kSnnen vorher durch mechanische Einwirkung 
zerkleinert worden sein. 

Die erfindungsgem&Ee Vorrichtung ist zur Isolierung von 
Nucleinsauren problemlos. Hochviskoses Material wird in 
dieser Vorrichtung geschert, so dafi das Lysat anschliefiend 
einfach ffir die weitere Verarbeitung benutzt werden kann, 
wahrend Zell- und Gewebereste gleichzeitig aus dem Lysat 
diirch den Filtrationsef fekt der Vorrichtung entfernt werden. 

Die Passage des viskosen Systems durch die Poren bewirkt 
uberraschenderweise eine Scherung von gegen mechanische 
EinflQsse empf indlichen Substanzen. Insbesondere wird durch 
die Passage hochmolekulare Nucleinsaure , wie genomische DNA 
geschert. Gleichzeitig konnen durch das erf indungsgemafie 
Verfahren genomische DNA oder andere hochmolekulare Ver- 
bindungen enthaltende L6sungen homogenisiert und hoch- 
molekulare Strukturen wie Polyacrylamidgele zerkleinert 
werden. Nach der Homogenisierung weisen die entsprechenden 
Proben eine geringere Viskositat als zu Anf ang der Behandlung 
auf . Die Proben k6nnen dement sprechend leichter weiterver- 
arbeitet werden. 
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Analog ist auch bei der einschichtigen Aus fuhrungs form des 
Verfahrens vorzugehen. 

Die Figur l zeigt eine an das erf indungsgemafie Verfahren 
angepafite Vorrichtung, die ebenfalls gemafi Anspruch 7 Gegen- 
stand der vorliegenden Erf indung ist . Die Vorrichtung weist 
eine Einlafi- 10 und Auslafioffnung 15, mit einer im Lumen 
eines HohlkSrpers 5 angeordneten Einrichtung 1 auf . Die 
Einrichtung l besteht aus einer por6sen Schicht, deren 
Porengr&Be, in Passierrichtung der zu zerkleinernden 
Strukturen durch die porose Schicht gesehen, abnimmt. Die 
porose Schicht besteht vorzugsweise aus inerten Materialien, 
wie anorganischen oder organischen Substanzen, insbesondere 
Glasfritten-ahnliche Materialien oder polymere Substanzen, 
wie sie auch zum Aufbau von Membranfiltern verwendet werden. 
Es sind insbesondere Polyethylen, Polypropylen, Polystyrol 
und andere polymere Kohlenwasserstof fmaterialien zu nennen, 
aus denen die porose Schicht bestehen kann. 

Die Figur 2 zeigt eine an das erf indungsgemaSe Verf ahren 
angepafite Vorrichtung, die ebenfalls gemafi Anspruch 8 Gegen- 
stand der vorliegenden Erf indung ist . Die weist eine Einlafi- 
10 und Auslafiaffnung 15, mit einer im Lumen eines Hohlkdrpers 
5 angeordneten Einrichtung l auf. Die Einrichtung 1 besteht 
aus mindestens zwei Schichten 2,3 mit in Richtung der Aus- 
lafioffnung 15 abnehmender Porengrofie der Schichten 2,3. Durch 
die Passage des zu homogenisierenden Systems durch die 
Schichten 2,3 wird diese homogenisiert . Die Schichten sind 
vorzugsweise in dem insbesondere zylindrisch ausgestalteten 
Hohlkorper 5 befestigt. Diese Befestigung kann durch Reibung, 
wie beispielsweise durch Einspannen der Einrichtung 1 mit 
den Schichten 2 , 3 oder durch Verkleben mit der insbesondere 
zylindrischen Hohlraumwandung erfolgen. Die Schichten weisen 
Porengrofie im Bereich von 1 mm bis 10 fim auf, wobei die 
Porengrofie der jeweiligen Schichten abgestuft ist. 

BERfCHTTGTES BLATT (RE6EL 90 
ISA/EP 
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Die Abstuf ung der PorengroBe der Schichten erf olgt dadurch 
dafi die erste Schicht 2, in Fliefirichtung der Probe gesehen,' 
erne bis zum 6-fachen der PorengrdBe der zweiten Schicht 3 
aufweist, wobei deren PorengroBe > io „m ist. In einer 
besonderen Anordnung ist die erfindungsgemafie Vorrichtung 
auf handelsubliche Zentrifugenrohrchen abgestimmt. Die Figur 
3 zeigt eine solche Anordnung. Dabei ist ein im wesentlichen 
zylindrischer Hohlkfirper mit an der AuslaBof fnung 15 
tnchterformig verjungend am oberen Ende des Zentrifugen- 
rohrchens so angeordnet, dafi die Einlafioffnung 10 der erfin- 
dungsgemafi zu verwendenden Vorrichtung ebenfalls an der 6ff- 
nung des Zentrifugenrohrchens 20 angeordnet ist. Die An- 
ordnung kann mittels eines Deckels 25, der entweder an der 
erf indungsgemafien Vorrichtung oder an dem Zentrif ugenrohrchen 
selbst angeordnet ist, verschlossen werden. Im Innern der 
erfindungsgemaSen Vorrichtung sind funf Schichten 2,3,4,5.6 
vorzugsweise so angeordnet, daS die Schicht mit der jeweils 
geringeren PorengroBe direkt an diejenige mit der groBeren 
PorengroBe mit ihren Oberfltchen aneinandergrenzt . Nach 
Passage des viskosen Systems durch die Einrichtung 1 sammelt 
sxch am Boden des Zentrifugenrohrchens 20 die homogenisierte 
Losung 30. 

In der in Figur 3 gezeigten Anordnung weisen die porosen 
Schichten beginnend mit der Schicht 2 PorengroBen von ca 
200 M m, Schicht 3 ca. 75 M m, Schicht 4 ca. 35 M m, Schicht 
5 ca. 20 M m und Schicht 6 ca. 10 /zm auf. Es versteht sich, 
daB die Vorrichtung auch mit nur einer porosen Schicht, wie 
oben beschrieben, eingesetzt werden kann. 

Es ist fur den Fachmann selbstverstandlich, daS eine ein- 
stfickig ausgeformte Einrichtung, die nicht aus mehreren Lagen 
aufgebaut ist, als aquivalente Ausfuhrungsform verstanden 
wxrd. Wichtig ist dann, daB die in einer einstuckigen Version 
ausgefuhrte Einrichtung 1 einen Porengr6Bengradienten, der 
von einer Oberflache der Schicht zu der gegenuberliegenden 
Schicht verlauft, aufweist. 
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Die erf indungsgemaSen Verwendungen der beschriebenen Vorrich- 
tungen erlauben, daS in einfacher, kostengiins tiger Weise vis- 
kose Systeme wie beispielsweise Zell- und Gewebelysate 
hoinogenisiert werden und in Systeme geringerer Viskositat 
uberfuhrt werden kdnnen. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daS hochmolekulare 
Nucleinsauren aufgrund der Passage durch die in der erf in- 
dungsgeraafi zu verwendenden Vorrichtung bef indlichen Einrich- 
tung geschert wird, so daB sie fur die nachfolgenden moleku- 
larbiologischen Prozessierungsschritte leichter und reprodu- 
zierbarer weiterverarbeitbar wird. Dies trifft insbesondere 
fur die Aufarbeitung von genomischer DNA, mRNA und Gesamt- 
RNA/-DNA zu. 

Weiterhin hat sich uberraschenderweise gezeigt, daS hochmole- 
kulare Strukturen wie Polyacrylamidgele in einfacher Weise 
zerkleinert werden kdnnen, so daS z.B. Nucleinsauren und/oder 
Proteine leicht aus einer Trennmatrix isoliert werden kdnnen. 

In einer anderen Weiterbildung der erfindungsgemafien Vor- 
richtung ist die Einrichtung i in einer Spritze (als 
zylindrischer Hohlkorper 5) angeordnet. Das zu homogeni- 
sxerende viskose System wird dabei durch die Kanule in die 
Spritze gezogen und passiert die in der Nahe der Verbindungs- 
stelle zwischen Kanule und Spritze angeordnete Einrichtung 
1. 1st die Probe in die Spritze gezogen, kann diese durch 
Herausdrucken erneut die Einrichtung 1 passieren. Gegebenen- 
falls kann dieser Vorgang mehrfach wiederholt werden, urn eine 
hxnreichende Homogenisierung, insbesondere hochviskoser 
L&sungen enthaltend hochmolekulare Nucleinsauren, zu gewahr- 
leisten. Dabei kann die Schicht mit der grdiSten Porengrdfie 
der KanQle der Spritze zugewandt sein. 

In vorteilhaf ter Weise kdnnen durch das erf indungsgemaSe Ver- 
fahren und/oder die erfindungsgemafie Vorrichtung Nuclein- 
sauren, wie genomische ^DNA oder Gesamt -Nucleinsauren aus den 
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entsprechenden Matrices isoliert werden, die ublicherweise 
zur Trennung von Nucleinsauren eingesetzt werden. Zu nennen 
sind hierbei insbesondere Polyacrylamidgele, die als Matrix 
fur gelelektrophoretische Trennungen von DNA oder RNA einge- 
setzt werden. Nach der Elektrophorese werden lediglich die 
Banden, in welcher sich die Nucleinsauren bestimmter Gr6Ee 
angereichert haben, beispielsweise durch Stanzen oder 
Schneiden von den ubrigen Gelbestandteilen getrennt und dann 
durch die erf indungsgemaS zu verwendende Vorrichtung unter 
Anwendung des erf indungsgemaS beschriebenen Verfahrens 
passiert. Dabei hat sich uberraschenderweise gezeigt, dafi 
die in der homogenisierten Losung vorhandenen Restbestande 
des Gels keine stdrenden Einflusse auf die folgenden mole- 

kularbiologischen Prozessierungsschritte der Nucleinsauren 
zeigt . 

Die Erfindung beschreibt somit ein einfaches, sicheres und 
kostengunstiges Verfahren zur Zerkleinerung und Homogeni- 
sxerung von viskosen Systemen, insbesondere Zell- und Gewebe- 
lysaten oder hochmolekulare Nukleinsauren enthaltenden 
Systemen. 

Die vorliegende Erfindung wird anhand folgender Beispiele 
naher erlautert. 

Beispi^lA 



Zusammensetzung der in den Beispielen 1 - 3 benutzten 
Losungen 

OL: 4 M Guanidin-Isothiocyanat, 25 mM Na-Citrat pH 7.0, 20 
mM EDTA pH 8.0 

DB: 25 mM Na-Citrat P H 7.0, 0,20 EDTA pH 8.0, 0,75 % 
Sarcosin 

OW: 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0, 10 mM Tris-HCl pH 7 5 
TE: 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA pH 8.0 
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Beispiel 1 

Homogenisierung von Zell-Lysaten und anschlieSende direkte 
Isolierung von poly a* mRNA aus HeLa-Zellen. 

HeLa-Zellen, die auf einer 10 cm Zellkulturschale bis zu kon- 
fluentem Wachstum (ca. 1 x 10 7 Zellen) herangezogen worden 
sind, wurden in 600 /im Oh direkt auf der Zellkulturschale 
lysiert. Das Lysat wurde mit einem Zellschaber auf einer - 
Seite der Schale gesammelt, und auf eine Vorrichtung gemSS 
der vorliegenden Patentanmeldung pipettiert. Im Inneren der 
Vorrichtung wurden zwei Schichten aus CELLPOR PE Filter- 
plat ten von 200 /im und 35 fim Porengrofie so angeordnet, daS 
sich die Schicht mit der geringeren PorengroSe in Richtung 
der AuslaSdffnung befand. Die Vorrichtung wurde in einem 2 
ml Mikrozentrifugengef&S plaziert. Anschliefiend wurde das 
viskose Lysat durch die Vorrichtung 3 min bei voller Ge- 
schwindigkeit in einer herkommlichen Tischzentrifuge (ca. 
14.000 bis 18.000 g) zentrif ugiert . Das so erhaltene nicht- 
viskose Lysat wurde mit 1.200 /im DB versetzt und 3 min 
zentrif ugiert . Der Uberstand wurde in ein neues Zentrif ugen- 
rShrchen uberfOhrt, mit 35 /il einer Oligotex Suspension 
versetzt und fur 10 min inkubiert. AnschlieSen wurden die 
mRNA: Oligotex Komplexe pelletiert, und zweimal in 600 ftl 
OW durch Resuspendieren und Zentrif ugieren gewaschen. Die 
mRNA wurde dann in Wasser von den Oligotex-Partikeln eluiert, 
und nach Zentrifugation und Pelletierung der Latexpartikel 
als gereinigte mRNA-Fraktion in ein neues Mikrozentrifugen- 
gefaS uberf uhrt . 

Beispiel 2 

Steigerung der Amplif ikationsef f izienz in der PCR-Reaktion 
durch Scherung der DNA 

Genomische DNA mit einer durchschnittlichen GroBe von 100 
kb wurde aus HeLa-Zellen gemaS der Prozedur in "Current 
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Protocols in Molecular Biology- (Ausubel et al., Wiley and 
Sons, Boston, Vol. 1, Seiten 2.2.1 bis 2.2.3) isoliert. In 
Parallelansatzen wurde die DNA in Tris -Puffer uber eine 
Vorrichtung gemaS der vorliegenden Patentanmeldung mit 
jeweils einer Schicht aus CELLPOR PE Filterplatten von 200 
Mm, 50 [m, 35 jim und 5 fixa PorengrdSe 2 min zentrif ugiert . 
lm PCR-Ansatz wurden anschliefiend jeweils l fig der unter- 
schiedlich gescherten DNA sowie nicht-gescherte DNA einge- 
setzt, urn ein 140 bp Fragment des Globin-Gens zu amplifi- 
zieren. In der PCR-Reaktion wurden, bei gleicher Anzahl an 
Zyklen, mit gescherter DNA grdfiere Ausbeute an Amplifikat 
erzielt als mit ungescherter DNA. 

Beispiel 3 

Isolierung von RNA aus einem Polyacrylamid-Gelstuck nach Zer- 
kleinerung des Polyacrylamidgels 

Auf einem denaturierenden 5 %igen Polyacrylamid-Harnstof f gel 
wurde in vitro transkribiert RNA aufgetragen, um das "full- 
length" Transkript von kiirzeren Transkripten zu trennen. Nach 
Ethidiumbromid Farbung der RNA wurde die entsprechende , 360 
Basen grofie Bande ausgeschnitten, und auf eine Vorrichtung 
gemafi der vorliegenden Patentanmeldung mit einer Schicht aus 
CELLPOR PE Filterplatten von 200 m uberfuhrt. Dann wurden 
500 til TE-Puffer auf die Vorrichtung pipettiert. AnschlieSend 
wurde fur 3 min bei voller Geschwindigkeit in einer herkom- 
mlichen Tischzentrifuge (ca. 14.000 bis 18.000 g) zentrifu- 
giert. Das so zerkleinerte Gelstiickchen wurde emeut auf eine 
Vorrichtung mit einer Schicht aus einer CELLPOR PE Filter- 
platte mit 1 PorengrdSe uberfQhrt, um die kleinen Poly- 
acrylamid-Harnstoffgelstucke von der Flflssigkeit zu trennen. 
Die waSrige Fraktion im Auf f anggef afi wurde dann Phenol/ 
Chloroform extrahiert. Die obere, waErige Phase wurde ab- 
pipettiert, und die darin geloste RNA mit LiCl (Endkonzen- 
tration 3 M) fUr 3 Stunden bei 20»C gefallt. Das RNA- Pellet 
wurde zweimal mit 70 % Alkohol gewaschen, abzentrifugiert 
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und unter Vakuum getrocknet. AnschlieSend wurde die RNA in 
TE geldst. 

Beispiel 4 

Isolierung von RNA aus Weichgewebe nach Homogenisierung des 
Gewebes fiber die erfindungsgem&Se Vorrichtung. 

Zusanimensetzungen der in den Beispielen 4 und 5 benutzten 
L6sungen 

HI: 3,5 M Guanidin-Isothiocyanat, 25 mM Na-Citrat pH 7,0, 

1% 6-Mercaptoethanol 
R2: 900 raM GTC, 25 mM Tris-HCl pH 7,5, 10% Ethanol 
TE: 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 80% Ethanol 

20 mg Brustgewebe wurden auf eine erfindungsgemaSe Vor- 
richtung gelegt und 350 fil Lysepuffer Rl dazu pipettiert. 
Im Inneren der Vorrichtung wurden 2 Schichten aus CELLPOR 
PE Filterplatten von 200 jim und 50 fim PorengrSBe so an- 
geordnet, daS sich die Schicht mit der geringeren PorengroSe 
in Richtung der AuslaS&f fnung befand- Die Vorrichtung wurde 
in einem 2 ml Mikrozentrif ugengef aS plaziert . AnschlieSend 
wurde das viskose Lysat durch die Vorrichtung 3 min bei 
voller Geschwindigkeit in einer herkdmmlichen Tischzentrif uge 
(ca. 14.000 bis 18.000 g) zentrif ugiert . Das so erhaltene 
nicht -viskose Lysat wurde mit 350 /il 70% Ethanol versetzt 
und geraaS P 44 04 361 auf eine RNeasy Spin Saule, die in 
einem 2 ml Mikrozentrif ugengef aS hangt, pipettiert. An- 
schlieSend erfolgt eine Zentrifugation bei 8.000 x g ffir 15 
sec in einer Standardtischzentrifuge. Die RNeasy Spin Saule 
wird in ein neues 2 ml GefaS transf eriert , und mit 700 /xl 
Waschpuffer R2 gewaschen (15 sec Zentrifugation bei 8.000 
x g) . Daraufhin wird die Saule gleichermaSen zweimal mit 500 
Ml Waschpuffer TE gewaschen. Zur Elution der RNA wird die 
Saule in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaS gesetzt, 50 /xl DEPC- 
behandeltes Wasser werden direkt auf die Membran der Spin- 
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saule pipettiert, und die RNA anschliefiend durch 1 min 
Zentrifugation bei 8.000 x g aufgefangen. 



Beispiel 5 



isolierung von RNA aus pf lanzlichen Zellen und Geweben nach 
Zentrifugation fiber die erfindungsgemaBe Vorrichtung. 

100 mg Blattgewebe von Pelagonien wurden unter flfissigem 
Stickstoff zu einem feinen Pulver verrieben. AnschlieSend 
wurde das Pulver in 450 M l Lysepuffer Rl lysiert und das so 
erhaltene Lysat auf die erfindungsgemaBe Vorrichtung pi- 
pettiert. Im Inneren der Vorrichtung wurden 2 Schichten aus 
CELLPOR PE Filterplatten von 200 m und 50 jm, Porengr6Be so 
angeordnet, daB sich die Schicht mit der geringeren Poren- 
grofie in Richtung der AuslaB&ffnung befand. Die Vorrichtung 
wurde in einem 2 ml MikrozentrifugengefaB plaziert. An- 
schliefiend wurde das viskose Lysat durch die Vorrichtung 3 
mxn bei voller Geschwindigkeit in einer herkomml ichen Tisch- 
zentrifuge (ca. 14.000 bis 18.000 g) zentrif ugiert . Das so 
erhaltene nicht-viskose Lysat wurde mit 225 M l 100% Ethanol 
versetzt und gemafi P 44 04 361 auf eine RNeasy Spin Saule 
dxe in einem 2 ml MikrozentrifugengefaS hangt, pipettiert 
AnschlieEend erfolgt eine Zentrifugation bei 8.000 x g fur 
15 sec in einer Standardtischzentrif uge . Die RNeasy Spin 
Saule wird in ein neues 2 ml GefaB transferiert , und mit 700 
Ml Waschpuffer R2 gewaschen (15 sec Zentrifugation bei 8000 
x g) . Daraufhin wird die Saule gleichermafien zweimal mit 500 
Ml Waschpuffer TE gewaschen. Zur Elution der RNA wird die 
Saule in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaS gesetzt, 50 pi DEPC- 
behandeltes Nasser werden direkt auf die Membran der Spin- 
saule pipetiert, und die RNA anschliefiend durch 1 min Zen- 
trifugation bei 8.000 x g aufgefangen. 
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Ansnrugh* 

1. Verfahren zum Zerkleinern hochmolekularer Strukturen, ins- 
besondere hochmolekularer Nucleinsaurestrukturen in Proben, 
wobei die zu zerkleinernden hochmolekularen Strukturen eine 
Einrichtung passieren, die mit mindestens einer pordsen 
Schicht versehen ist, deren Porengr6£e in Passierrichtung 
der zu zerkleinernden Strukturen, durch die porose Schicht 
gesehen, abnimmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die porose Schicht aus 
mindestens zwei Schicht en aufgebaut wird, deren mittlere 
PorengroSe unterschiedlich ist, wobei die in Fliefirichtung 
der Proben gesehene erste Schicht eine mittlere PorengroSe 
bis zu dem 6-fachen der PorengroSe der zweiten Schicht 
aufweisen kann und die zweite Schicht eine mittlere Poren- 
groSe groEer als 10 fim besitzt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei das zu zerklei- 
nernde System eine viskose Ldsung ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die viskose Losung ein Zell- 
und/ oder Gewebelysat oder eine zur Trennung von Nucleinsauren 
verwendete Matrix, wie Polyacrylamidgele ist. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4 zur 
Scherung von NucleinsSuren wie genomischer DNA, zur Homo- 
genisierung genomischer DNA oder anderer hochmokulare Ver- 
bindungen enthaltender Losungen . 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, wobei 
das zu zerkleinernde System (Probe) auf der Einrichtung mit 
poroser Schicht angeordnet wird und auf der Probenseite mit 
mechanischer Einwirkung, wie Uberdruck oder erh6hter Schwer- 
kraf t tind/oder auf der probenabgewandten Seite durch Unter- 
druck, die Schicht der Einrichtung passiert. 
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14. Verwendung der Vorrichtung nach mindestens einem der An- 
spriiche 7 bis 11 zur Probenvorbereitung fur die Isolierung 
von mRNA und Gesamt-RNA. 



15. Verwendung der Vorrichtung nach mindestens einem der An- 
spruche 7 bis 11, und 13 zur Probenvorbereitung fur die 
Isolierung von mRNA und Gesamt-RNA und DNA aus pflanzlichen 
Zell- und Gewebelysaten. 
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